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Streszczenie
Cel pracy: Metaloproteazy macierzowe -2 i -9 (MMP-2 i MMP-9) sà enzymami, które degradujà kolagen typu IV
oraz inne sk∏adniki b∏ony podstawnej. Ich aktywnoÊç blokowana jest przez tkankowe inhibitory metaloproteaz
(TIMPs). Celem pracy by∏a ocena aktywnoÊci MMP-2 i MMP-9 oraz zawartoÊci TIMP-1 i TIMP-2 w rakach trzonu
i w prawid∏owej b∏onie Êluzowej macicy. 
Materia∏y i metody: Próbki do badaƒ obejmujàce 28 wycinków gruczolakoraka b∏ony Êluzowej i 15 wycinków pra-
wid∏owego endometrium pobrano z preparatów pooperacyjnych. Tkanki poddano dwuetapowej ekstrakcji. 
AktywnoÊç metaloproteaz w ekstraktach oceniono przy pomocy pó∏iloÊciowej zymografii. Do oznaczenia zawarto-
Êci TIMP-1 i TIMP-2 wykorzystano metod´ immunoenzymatycznà. 
Wyniki: Stwierdzono znacznie wy˝szà aktywnoÊç i poziom aktywacji MMP-9 w rakach trzonu macicy w porówna-
niu do prawid∏owego endometrium. AktywnoÊç i poziom aktywacji MMP-2 jak równie˝ zawartoÊç TIMP-1 i TIMP-2
nie ró˝ni∏y si´ pomi´dzy badanymi grupami. Nie ustalono jednoznacznych zale˝noÊci pomi´dzy aktywnoÊcià bada-
nych enzymów oraz zawartoÊcià ich inhibitorów a cechami klinicznymi i histopatologicznymi odzwierciedlajàcymi
agresywnoÊç raka trzonu macicy. 
Wnioski: Wyniki badaƒ wskazujà, ˝e MMP-9 odgrywa istotnà rol´ w progresji raka trzonu macicy u kobiet. 
S∏owa kluczowe: nowotwory b∏ony Êluzowej macicy – immunologia / metaloproteinazy
macierzy – immunologia / inhibitory tkankowe metaloproteinaz – immunologia / 
/ metaloproteinaza-2 i -9 macierzy – krew / inhibitor tkankowy metaloproteinazy
-1, -2 – krew / 
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Wst´p
Proteolityczna degradacja bia∏ek tworzàcych b∏on´ pod-
stawnà jest jednà z charakterystycznych cech nowotworów
z∏oÊliwych, nie spotykanà w guzach ∏agodnych [1]. WÊród en-
zymów zaanga˝owanych w ten proces szczególnie istotnà rol´
przypisuje si´ metaloproteazom macierzowym (ang. matrix
metalloproteinases – MMPs). Metaloproteaza macierzowa-2
i -9 (MMP-2 i MMP-9), okreÊlane równie˝ jako ˝elatynaza
A i ˝elatynaza B, posiadajàce zdolnoÊç degradowania bia∏ek
strukturalnych b∏on podstawnych tj. kolagenu typu IV i V, fi-
bronektyny, lamininy, entaktyny i rdzeni bia∏kowych prote-
oglikanów, wydajà si´ odgrywaç kluczowà rol´ w procesie pro-
gresji nowotworu z∏oÊliwego [2, 3]. 
Tkankowe inhibitory metaloproteaz stanowià grup´ bia-
∏ek o masie czàsteczkowej pomi´dzy 20-30kDa. Posiadajà one
zdolnoÊç hamowania aktywnoÊci metaloprotaz w przestrzeni
zewnàtrzkomórkowej [2-4]. Najsilniejszym inhibitorem
MMP-2 jest TIMP-2, który wraz z metaloproteazà-1 typu
b∏onowego (ang. membrane type-1 matrix metalloproteinase,
MT1-MMP) uczestniczy równie˝ w aktywacji MMP-2, pod-
czas gdy MMP-9 hamowana jest g∏ównie przez TIMP-1 [2-4].
Proteoliza wywo∏ywana przez MMP-2 i MMP-9 powoduje nie
tylko zmiany strukturalne macierzy zewnàtrzkomórkowej, ale
prowadzi równie˝ do uwalniania biologicznie aktywnych pep-
tydów bàdê modyfikacji aktywnoÊci czynników wzrostu i cy-
tokin [3, 4]. ˚elatynazy uczestniczà ponadto w rozwoju na-
czyƒ krwionoÊnych guzów nowotworowych (angiogenezie) [3].
Inhibitory z grupy TIMP poza hamowaniem aktywnoÊci
MMPs wp∏ywajà tak˝e na regulacj´ podzia∏ów komórkowych
i proliferacj´ komórek oraz angiogenez´ i apoptoz´ [4].
Podobnie jak w przypadku innych nowotworów z∏oÊli-
wych istniejà dowody wskazujàce na udzia∏ ˝elatynaz oraz ich
tkankowych inhibitorów w progresji raka b∏ony Êluzowej ma-
cicy. Wykazano, ˝e ekspresja ˝elatynaz w komórkach raka
oraz komórkach podÊcieliska, a tak˝e ich aktywnoÊç w me-
diach uzyskanych z hodowli komórkowych, w homogenatach
tkankowych, czy w pop∏uczynach z jamy macicy sà wy˝sze
w przypadku nowotworu w porównaniu do prawid∏owej b∏o-
ny Êluzowej macicy [5-8]. Uwa˝a si ,´ ˝e MMP-2 i MMP-9 mo-
gà warunkowaç wi´kszà agresywnoÊç raka b∏ony Êluzowej ma-
cicy oraz uczestniczyç w rozwoju unaczynienia nowotworu [5,
6], jednak˝e wyniki badaƒ analizujàcych zale˝noÊci pomi´dzy
˝elatynazami a klinicznymi i histopatologicznymi cechami ra-
ka trzonu macicy, jak równie˝ oceniajàcych przydatnoÊç wy-
korzystania tych enzymów jako czynników prognostycznych,
wykazujà du˝à rozbie˝noÊç [6, 7, 9, 10, 11].
Cel pracy
Celem niniejszego badania by∏a ocena aktywnoÊci MMP-
2 i MMP-9 oraz zawartoÊci TIMP-1 i TIMP-2 w wycinkach
raka b∏ony Êluzowej macicy oraz prawid∏owego endometrium,
a tak˝e analiza zale˝noÊci pomi´dzy aktywnoÊcià ˝elatynaz
i zawartoÊcià TIMP-1 i TIMP-2 a klinicznymi i histopatolo-
gicznymi cechami odzwierciedlajàcymi agresywnoÊç raka. 
Materia∏ i metody 
Materia∏ do badaƒ, który obejmowa∏ 28 przypadków raka
trzonu macicy oraz 15 wycinków prawid∏owego endometrium,
pobrano z preparatów pooperacyjnych uzyskanych w II Klini-
ce Ginekologii Akademii Medycznej w Lublinie. Wycinki za-
mra˝ano w ciek∏ym azocie i przechowywano w temp. –75°C.
Typ histologiczny wszystkich raków okreÊlono jako adenocar-
cinoma endometriale. W 11 (39,3%) gruczolakorakach stwier-
dzono wysoki stopieƒ zró˝nicowania – G1, 13 (46,4%) przy-
padków okreÊlono jako G2, a w 4 (14,3%) stwierdzono ele-
menty o niskim zró˝nicowaniu – G3. DwanaÊcie raków
(42,9%) nacieka∏o b∏on´ mi´Êniowà macicy powy˝ej po∏owy,
a 14 (50%) poni˝ej po∏owy jej gruboÊci. W 2 przypadkach na-
ciek (7,1%) ograniczony by∏ do b∏ony Êluzowej. Zaawansowa-
nie kliniczne gruczolakoraków endometrium obj´tych bada-
niem, ustalone wed∏ug klasyfikacji FIGO, przedstawia∏o si´
nast´pujàco: stopieƒ Ia – 2 (7,1%), stopieƒ Ib – 11 (39,3%),
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Abstract
Objectives: Matrix metalloproteinases-2 and –9 (MMP-2 and MMP-9) are enzymes degrading collagen type IV and
other components of the basement membrane. 
Their activity is suppressed by tissue inhibitors of metalloproteinases – TIMP-1 and TIMP-2. Substantial evidence indi-
cates that MMP2 and MMP-9 play an important role in the spread of malignant tumours. The aim of the study was
to evaluate the activity of MMP-2 and MMP-9 and contents of their inhibitors: TIMP-1 and TIMP-2 in endometrial
cancer and normal endometrium.
Material and methods: Material for the study comprised 28 samples of endometrial cancers and 15 samples of
normal endmetrium. A two-step method for extraction of MMPs was applied. The activity of MMP-2 and MMP-9
was measured with semi-quantitative zymography. TIMP-1 and TIMP-2 contents were measured with ELISA method.
Results: Mean activity and activation ratio of MMP-9 was significantly higher in endometrial cancers compared with
normal myometrium, whereas mean activity and activation ratio of MMP-2 did not differ significantly between
investigated groups. Mean content of TIMP-1 and TIMP-2 did not differ between cancer and control tissues. No
unequivocal association between activity of investigated MMPs or contents of their inhibitors and clinicopathologi-
cal features of endometrial cancers was observed. 
Conclusions: Results of the study suggest that MMP-9 may play an important role in the progression of endome-
trial cancer, whereas MMP-2 does not seem to be involved in this process. Action of MMP-9 may be further
enhanced by relative deficiency of TIMP-1.  
Key words: endometrial neoplasms chemistry and enzymology / endometrial neoplasms
– pathology / immunochemistry / matrix metalloproteinase-9 / 
/ matrix metalloproteinase-2 / matrix metalloproteinases / 
stopieƒ Ic – 9 (32,1%), (w sumie w stopniu I – 22 przypadki tj.
78,6%), stopieƒ IIa – 4 (14,3%), stopieƒ IIIa – 2 (7,1%). PoÊród
15 wycinków prawid∏owej b∏ony Êluzowej macicy 8 pobrano
w fazie wzrostowej a 7 w fazie wydzielniczej.
Do ekstrakcji metaloproteaz i ich inhibitorów wykorzysta-
no dwuetapowà metod´ opracowanà przez Woessnera [12],
która jest równie˝ efektywna w uzyskiwaniu tkankowych inhi-
bitorów metaloproteaz [13]. Próbki po przemyciu roztworem
soli fizjologicznej osuszano przy pomocy bibu∏y, wa˝ono,
a nast´pnie homogenizowano w 20 obj´toÊciach buforu 0,25%
Tritonu X-100 (pH 7,4) zawierajàcego 10mM CaCl2. Homo-
genizacj´ wykonywano przy pomocy homogenizatora Whe-
aton Overhead Stirer (Milville, N. J.), przy liczbie obrotów
2500/min., przez 2min., w ∏aêni lodowej. Homogenaty wiro-
wano przy 6000xg, w temperaturze 4°C, przez 30min. Uzyska-
ny supernatant stanowiàcy ekstrakt tritonowy zachowywano
do dalszych badaƒ. Osad zawieszano, a nast´pnie ekstrahowa-
no w 20 obj´toÊciach buforu 50mM Tris-HCl (pH 7,5),
100mM CaCl2, 150mM NaCl w temperaturze 60°C, przez
6min., przy sta∏ym mechanicznym wstrzàsaniu. Po odwirowa-
niu w 20000xg w temperaturze 4°C, przez 30min., uzyskiwano
supernatant, który jako ekstrakt cieplny wykorzystano do dal-
szych badaƒ. Ekstrakty poddawano jednodobowej dializie
wobec buforu 50mM Tris-HCl (pH 7,5), 10mM CaCl2,
200mM NaCl, 0,02% NaN3, 0,05 % Brij-35 w temperaturze
4°C. St´˝enie bia∏ka w ekstraktach oznaczano metodà Lowry
w modyfikacji Cadmana i wsp [14]. Zgodnie z danymi przed-
stawionymi przez Woessnera [12] ekstrakcja cieplna pozwala
na wydzielenie puli metaloproteaz zwiàzanych in vivo z bia∏ka-
mi macierzy zewnàtrzkomórkowej, podczas gdy w wyniku
ekstrakcji tritonowej uzyskuje si´ w g∏ównej mierze enzymy
zlokalizowane w komórkach i wydzielone do przestrzeni
zewnàtrzkomórkowej, które nie sà zwiàzane z bia∏kami
macierzy.
Identyfikacj´ i ocen´ aktywnoÊci MMP-2 i MMP-9 prze-
prowadzono przy pomocy zymografii, którà wykonano we-
d∏ug metody opisanej przez Hibbs i wsp. [15], zmodyfikowanej
na podstawie pracy Kleinera i Stetler-Stevensona [16]. Meto-
da opiera si´ na zdolnoÊci MMP-2 i MMP-9 do degradacji ˝e-
latyny inkorporowanej w ˝ele poliakryloamidowe. Elektrofo-
rez´ metodà Laemmli [17] przeprowadzano w temperaturze
4°C, przy u˝yciu aparatu MiniProtean II (BioRad, Richmond,
C. A.), na 10% ˝elach poliakryloamidowych o gruboÊci
0,75mm, zawierajàcych 10% dodecylosiarczan sodu (SDS).
Jako substrat dla MMP-2 i MMP-9 u˝yto ˝elatyny Type
A Porcine Skin Gelatin, 300 Bloom, (Sigma, G 2500), którà
w∏àczano w ˝ele w st´˝eniu 0,8mg/ml. Nast´pnie ˝ele p∏ukano
w 2,5% roztworze Tritonu X-100 dwukrotnie po 15min. oraz
dwukrotnie po 5min. w buforze 50mM Tris-HCl (pH 7,6),
10mM CaCl2, 5mm ZnCl2, 1% Triton X-100, 0,02% NaN3.
Po wyp∏ukaniu ˝ele inkubowano w buforze 50mM Tris-HCl
(pH 7,6), 10mM CaCl2, 5mm ZnCl2, 1% Triton X-100, 0,02%
NaN3 w obecnoÊci 1mM octanu aminofenylort´ciowego (ang.
aminophenylmercuric acetate – APMA; Sigma, A-9563)
w temp 37°C przez 18 godzin. Nast´pnie ˝ele barwiono 0,1%
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma, B-0149) w roztworze
40% metanolu i 7% kwasu octowego przez 3 godziny i odbar-
wiano w 7% kwasie octowym przez 1 godzin .´
Po zabarwieniu i odbarwieniu ˝eli aktywnoÊç enzymów
widoczna jest w postaci bezbarwnych prà˝ków. Identyfikacji
MMP-2 i MMP-9 dokonano na podstawie ich specyficznoÊci
substratowej wzgl´dem ˝elatyny, porównania migracji uzyska-
nych prà˝ków z migracjà oczyszczonych metaloproteaz oraz
z migracjà standardów masowych. Jako standardów u˝yto
72kD Gelatinase (Roche Diagnostics, nr kat. 1782916) i 92kD
Gelatinase (Roche Diagnostics, nr kat. 1758896). Kontrolnie
wykonywano zymografie, w których ˝ele inkubowano w obec-
noÊci specyficznego inhibitora metaloproteaz 1,10-fenantroli-
ny (1,10-phenantroline, Sigma, P 9375) w st´˝eniu koƒcowym
2mM lub inhibitora proteaz serynowych fluorku fenylomety-
losulfonowego (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride – PMSF,
Sigma, P 7626) w st´˝eniu 1mM. Inkubacja ˝eli z 1,10-fenan-
trolinà powodowa∏a ca∏kowità inhibicj´ aktywnoÊci enzymów,
podczas gdy PMSF nie wp∏ywa∏ na ich aktywnoÊç. 
Analiz´ iloÊciowà przeprowadzono przy u˝yciu programu
komputerowego ONE-Dscan wersja 3.1 (Scanalytisc, Inc., Fa-
irfax, V.A.). AktywnoÊç obliczano poprzez porównanie warto-
Êci iloczynu zintegrowanej g´stoÊci optycznej i szerokoÊci prà˝-
ka badanego oraz prà˝ków wskaênikowej MMP-2 o znanej
aktywnoÊci. Wykonujàc zymografi´ dla ró˝nych aktywnoÊci
wskaênikowej MMP-2 stwierdzono proporcjonalny wzrost
zintegrowanej g´stoÊci optycznej w stosunku do aktywnoÊci
enzymu. AktywnoÊç przedstawiono w jednostkach arbitral-
nych. Jednostk´ arbitralnà (j.a.) zdefiniowano jako aktywnoÊç
˝elatynolitycznà równà aktywnoÊci 10mU wskaênikowej
MMP-2. AktywnoÊç przeliczano na gram bia∏ka. 
Pomiaru st´˝enia inhibitorów w ekstraktach dokonano
metodà ELISA przy pomocy zestawów firmy Amersham
Pharmacia Biotech: Biotrak, Tissue inhibitor of metallprote-
inases-1 (TIMP-1) human, ELISA system (RPN 2611) oraz
Biotrak, Tissue inhibitor of metallproteinases-2 (TIMP-2) hu-
man, ELISA system (RPN 2618) wed∏ug zaleceƒ producenta
w mieszaninie ekstraktów tritonowych i cieplnych o równej
iloÊci bia∏ka. 
Analiz´ statystycznà przeprowadzono przy pomocy pro-
gramu komputerowego Statistica.Statsoft wersja 5.0. Rozk∏ad
w grupach sprawdzano testami Shapiro-Wilka, Ko∏omogor-
nowa-Smirowa i Lillieforsa. W przypadku rozk∏adu normal-
nego wykorzystano testy parametryczne t-Studenta dla prób
niezale˝nych i t-Studenta dla prób zale˝nych oraz korelacj´
Pearsona. W przypadku rozk∏adu nienormalnego stosowano
testy nieparametryczne: Manna-Whitneya i Wilcoxona oraz
korelacj´ Spearmana. P<0,05 przyj´to za statystycznie istotne.
Wyniki przedstawiono jako wartoÊç Êrednià ± b∏àd standardo-
wy Êredniej.
Wyniki
Zymografia wykaza∏a obecnoÊç aktywnej MMP-2 (66kDa
MMP-2), latentnej MMP-2 (72kDa MMP-2), aktywnej
MMP-9 (84kDa MMP-9) i latentnej MMP-9 (92kDa MMP-
9) oraz ˝elatynaz o masach czàsteczkowych 115kDa i 200kDa
(Rycina 1). 
Zarówno w rakach endometrium jak i w tkankach kontro-
lnych stwierdzono aktywnà i latentnà MMP-2 oraz latentnà
form´ MMP-9, podczas gdy obecnoÊç aktywnej MMP-9 by∏a
charakterystyczna dla próbek raka i stwierdzono jà jedynie
w nielicznych przypadkach prawid∏owej b∏ony Êluzowej. 
(Rycina 1). 
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AktywnoÊç metaloproteaz macierzowych -2 i -9 (MMP-2 i MMP-9) ...
W wycinkach gruczolakoraka trzonu macicy aktywnoÊç
MMP-9 znaczàco przewa˝a∏a nad MMP-2, podczas gdy
w próbkach endometrium Êrednia aktywnoÊç MMP-9 by∏a
nieistotnie statystycznie ni˝sza od aktywnoÊci MMP-2. Ak-
tywnoÊç MMP-2 nie ró˝ni∏a si´ istotnie pomi´dzy próbkami
gruczolakoraka a tkankami kontrolnymi, natomiast aktyw-
noÊç MMP-9 w gruczolakorakach by∏a znamiennie statystycz-
nie wy˝sza w porównaniu do próbek endometrium (Rycina 2).
Podobnie poziom aktywacji enzymów wyra˝ony przez sto-
sunek formy aktywnej do latentnej danej metaloproteazy
w przypadku MMP-2 nie ró˝ni∏ si´ pomi´dzy badanymi gru-
pami (0,44±0,06 w rakach wobec 0,43±0,07 w endometrium),
a w przypadku MMP-9 by∏ znaczàco wy˝szy w gruczolakora-
kach (0,18±0,005) w porównaniu do prawid∏owego endome-
trium (0,012±0,001), p<0,001. 
AktywnoÊç ˝elatynaz o masach czàsteczkowych 115kDa
i 200kDa by∏a istotnie statystycznie wy˝sza w próbkach raka
w porównaniu do tkanek kontrolnych i ros∏a wraz z aktywno-
Êcià MMP-9. 
Wy˝szà aktywnoÊç enzymów uzyskiwano w ekstraktach
cieplnych. Dla MMP-2 odsetek aktywnoÊci w ekstraktach
cieplnych wynosi∏ 69,0% w gruczolakorakach oraz 79,4%
w tkankach kontrolnych, natomiast dla MMP-9 odpowiednio
68,3% i 77,0%.
ZawartoÊç TIMP-1 jak równie˝ TIMP-2 nie ró˝ni∏y si´
istotnie statystycznie pomi´dzy badanymi grupami (Tabela I).
Zarówno w próbkach raka jak i prawid∏owego endome-
trium nie stwierdzono zale˝noÊci pomi´dzy zawartoÊcià
TIMP-1 a aktywnoÊcià lub poziomem aktywacji MMP-9 oraz
zawartoÊcià TIMP-2 a aktywnoÊcià lub poziomem aktywacji
MMP-2.
AktywnoÊç metaloproteaz i zawartoÊç ich inhibitorów
analizowano w aspekcie parametrów histopatologicznych
i klinicznych gruczolakoraków endometrium takich jak: sto-
pieƒ zró˝nicowania histologicznego, g∏´bokoÊç naciekania
myometrium oraz stopieƒ zaawansowania klinicznego wg FI-
GO. Poniewa˝ w zebranym materiale wÊród trzech z czterech
raków w stopniu G3 w utkaniu nowotworu wyst´powa∏y ob-
szary zarówno Êrednio jak i nisko zró˝nicowane, przypadki
o stopniu zró˝nicowania G2 i G3 po∏àczono w jednà grup .´
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Tabela I. ZawartoÊç tkankowych inhibitorów metaloproteaz TIMP-1 
i TIMP-2 w gruczolakorakach trzonu macicy i endometrium
prawid∏owym. Ró˝nice nie sà istotne statystycznie. 
Wyniki przedstawiono jako wartoÊç Êrednià ± b∏àd standardowy Êredniej.
TIMP-1
µg/gram bia∏ka
TIMP-2
µg/gram bia∏ka
Raki trzonu 
macicy 
15,5 ± 2,0
26,3 ± 1,9
Prawid∏owa b∏ona
Êluzowa macicy
11,1 ± 2,2
33,6 ± 5,9
Rycina 1. Ocena aktywnoÊci ˝elatynaz w gruczolakorakach trzonu macicy i endometrium prawid∏owym przy pomocy zymografii. 
Stwierdzono obecnoÊç aktywnej MMP-2 (66kDa MMP-2), latentnej MMP-2 (72kDa MMP-2), aktywnej MMP-9 (84kDa MMP-9) i latentnej MMP-9
(92kDa MMP-9) oraz ˝elatynaz o masach czàsteczkowych 115kDa i 200kDa.
Rycina 2. AktywnoÊç MMP-2 i MMP-9 w gruczolakorakach trzonu
macicy i endometrium prawid∏owym. Istotnie statystycznie wy˝sza
aktywnoÊç MMP-9 w gruczolakorach w porównaniu do tkanek 
kontrolnych  (p<0,001). 
Wyniki przedstawiono jako wartoÊç Êrednià ± b∏àd standardowy Êredniej.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie ró˝nic aktywnoÊci
MMP-2 oraz MMP-9 pomi´dzy rakami w stopniu G1 a no-
wotworami uj´tymi w grup´ G2-G3, chocia˝ w przypadku
MMP-9 aktywnoÊç enzymu by∏a ponad dwukrotnie wy˝sza
w rakach Êrednio i nisko w porównaniu do wysoko zró˝nico-
wanych. Poziom aktywacji MMP-2 nie ró˝ni∏ si´ pomi´dzy
grupami, natomiast poziom aktywacji MMP-9 by∏ nieistotnie
statystycznie wy˝szy w grupie G2-G3, w porównaniu do G1
(0,36±0,24 wobec 0,14±0,08).
ZawartoÊç TIMP-1 wynosi∏a 16,9±2,8µg/gram bia∏ka
w grupie G1 oraz 14,8±2,9µg/gram w grupie G2-G3, 
a TIMP-2 odpowiednio 25,9±2,4µg/gram bia∏ka
i 26,5±2,7µg/gram bia∏ka. Powy˝sze ró˝nice nie by∏y istotne
statystycznie.
Nie stwierdzono zale˝noÊci pomi´dzy aktywnoÊcià MMP-2
a g∏´bokoÊcià naciekania mi´Ênia macicy. Ârednia aktywnoÊç
MMP-9 nie ró˝ni∏a si´ istotnie statystycznie pomi´dzy grupa-
mi raków, w których g∏´bokoÊç naciekania mi´Ênia macicy nie
przekracza∏a i przekracza∏a po∏ow´ jej gruboÊci, by∏a nato-
miast znacznie ni˝sza w gruczolakorakach ograniczonych do
b∏ony Êluzowej macicy w porównaniu do raków naciekajàcych
mi´sieƒ macicy. Jednak˝e, poniewa˝ tylko w dwu przypadkach
gruczolakoraka trzonu macicy naciek ograniczony by∏ wy∏àcz-
nie do b∏ony Êluzowej niemo˝liwe by∏o zastosowanie analizy
statystycznej. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zale˝no-
Êci pomi´dzy stopniem aktywacji MMP-2 i MMP-9, jak rów-
nie˝ zawartoÊcià TIMP-1 i TIMP-2 a g∏´bokoÊcià naciekania
mi´Ênia macicy. Nie wykazano zale˝noÊci pomi´dzy aktywno-
Êcià badanych metaloproteaz, jak równie˝ zawartoÊcià ich
tkankowych inhibitorów a stopniem klinicznego zaawansowa-
nia nowotworów.
AktywnoÊç badanych enzymów, a tak˝e poziom ich akty-
wacji oraz zawartoÊç TIMP-1 i TIMP-2 nie ró˝ni∏y si´ istotnie
pomi´dzy próbkami b∏ony Êluzowej macicy w fazie wzrosto-
wej i wydzielniczej, co uzasadnia po∏àczenie tych tkanek
w jednà grup´ kontrolnà. 
Dyskusja 
W niniejszej pracy do ekstrakcji metaloproteaz i ich inhi-
bitorów wykorzystana zosta∏a metoda opracowana przez Wo-
essnera [12], którà charakteryzuje wysoka efektywnoÊç po-
zwalajàca na uzyskanie 95% metaloproteaz zawartych w ba-
danym materiale. Kluczowe znaczenie ma etap polegajàcy na
ekstrakcji osadu w temperaturze 60°C, w Êrodowisku zawiera-
jàcym nadmiar jonów wapnia. W tych warunkach nast´puje
kurczenie si´ w∏ókien kolagenowych u∏atwiajàce dysocjacj´
metaloproteaz od elementów macierzy zewnàtrzkomórkowej.
Dodatkowo nadmiar jonów wapnia w Êrodowisku (st´˝enie
100mM w buforze) jest czynnikiem stabilizujàcym czàsteczki
enzymów. AktywnoÊç ˝ elatynaz oceniono przy pomocy zymo-
grafii. Metoda ta oparta na elektroforezie z u˝yciem ˝eli za-
wierajàcych substrat dla MMP-2 i MMP-9 pozwala na okre-
Êlenie aktywnoÊci zarówno latentnych jak i aktywnych form
obu enzymów. Jak wykaza∏y badania Kleinera i Stetler-Ste-
vensona [16] metod´ zymografii charakteryzuje wysoka czu-
∏oÊç, co daje mo˝liwoÊç wykrycia aktywnoÊci nawet pikogra-
mowych iloÊci ˝elatynaz.
W rakach trzonu macicy w porównaniu do prawid∏owego
endometrium stwierdziliÊmy znacznie wy˝szà aktywnoÊç i po-
ziom aktywacji MMP-9, podczas gdy wartoÊci MMP-2 nie
ró˝ni∏y si´ istotnie pomi´dzy tkankami badanymi a kontrolny-
mi. Uzyskane wyniki wskazujà, ˝e MMP-9 odgrywa istotnà
rol´ w inwazji gruczolakoraka endometrialnego trzonu maci-
cy natomiast nie potwierdzajà udzia∏u MMP-2 w tym proce-
sie. Badania Ueno i wsp. [ 8], którzy stwierdzili wy˝szà zawar-
toÊç MMP-9, ale nie MMP-2, w rakach trzonu macicy w po-
równaniu do kontrolnego endometrium wykorzystujàc metod´
immunoenzymatycznà w pe∏ni potwierdzajà t´ obserwacj ,´
z zastrze˝eniem, ˝e wykorzystane przez tych autorów przeciw-
cia∏a wykrywa∏y jedynie latentne formy enzymów. 
Wi´kszoÊç opublikowanych dotychczas wyników badaƒ
sugeruje jednak, ˝e w proces progresji raka trzonu macicy za-
anga˝owane mogà byç obie ˝elatynazy. Takemura i wsp. [18]
oraz Tamakoshi i wsp. [19, 20] obserwowali wy˝szà aktywnoÊç
MMP-9 w mediach uzyskanych z hodowli komórek raków en-
dometrium w porównaniu do prawid∏owego endometrium, ale
jednoczeÊnie, przeciwnie do uzyskanych przez nas wyników,
bardziej nasilonà aktywacj´ MMP-2 w rakach w porównaniu
do prawid∏owej b∏ony Êluzowej. Määttä i wsp. [21] obserwowa-
li aktywne formy obu ˝elatynaz w próbkach raków endome-
trium, ale nie prawid∏owej b∏ony Êluzowej macicy. Wydaje si´
jednak, ˝e hodowle komórkowe [18-20], jak równie˝ prosta
homogenizacja tkanek zastosowana przez Määttä i wsp. [21],
w przypadku badaƒ dotyczàcych metaloproteaz, enzymów,
które w przewa˝ajàcej cz´Êci zwiàzane sà z bia∏kami macierzy
zewnàtrzkomórkowej, nie odzwierciedlajà stanu istniejàcego
in vivo. Nale˝y tu nadmieniç, ˝e ok. 70-80% aktywnoÊci ˝ela-
tynaz stwierdziliÊmy w ekstraktach cieplnych, która jak ju˝
wspomniano zawiera pul´ enzymów in vivo zwiàzanà z bia∏ka-
mi macierzy zewnàtrzkomórkowej. W badaniach z zastosowa-
niem hybrydyzacji in situ Iurlaro i wsp. [6] odnotowali wy˝szà
ekspresj´ zarówno MMP-2 mRNA jak i MMP-9 mRNA
w rakach w porównaniu do endometrium prawid∏owego. Po-
ziom ekspresji genów dla ˝elatynaz nie przesàdza jednak o ich
aktywnoÊci. 
Reasumujàc, w Êwietle naszych badaƒ nie mo˝na MMP-2
przypisaç równie istotnej jak MMP-9 roli w procesie progresji
raka trzonu macicy. Warto przy tym zauwa˝yç, ˝e MMP-2
i MMP-9 pomimo zbli˝onej struktury i specyficznoÊci sub-
stratowej ró˝nià si´ istotnie w zakresie sekwencji promotoro-
wych genów, a co za tym idzie, podlegajà innym mechani-
zmom kontroli ekspresji. MMP-9 nale˝y do grupy tzw. „indu-
kowanych” metaloproteaz, których geny posiadajà sekwencje
regulatorowe takie jak ramka TATA oraz sekwencje dla AP-1
(ang. activating protein-1), PEA3 (ang. polyoma enhancer acti-
vator 3) i NF-κB (ang. nuclear factor-κB) [3, 4]. Synteza
MMP-9 indukowana jest w przebiegu fizjologicznych i patolo-
gicznych procesów przebiegajàcych z nasilonà degradacjà ma-
cierzy zewnàtrzkomórkowej [4]. W przeciwieƒstwie do MMP-
2 promotor genu dla MMP-2 wykazuje cechy charaktery-
styczne dla genów podlegajàcych ekspresji konstytucyjnej
(ang. housekeeping genes) [3, 4].
Wyniki badaƒ oceniajàcych zale˝noÊci pomi´dzy ˝elaty-
nazami a cechami klinicznymi i histopatologicznymi warunk-
ujàcymi agresywnoÊç raka endometrium przynios∏y rozbie˝ne
rezultaty. O ile Aglund i wsp. [9] oraz Di Nezza i wsp. [10] przy
pomocy immunohistochemii stwierdzili wzrastajàcà ekspresj´
MMP-2 i MMP-9 wraz z odró˝nicowaniem raków endome-
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trium, to w badaniu Misugi i wsp. [11] przeprowadzonym z za-
stosowaniem tej samej metody obserwowano spadek ekspresji
MMP-9 wraz z mniejszym zró˝nicowaniem nowotworu oraz
brak zwiàzku pomi´dzy MMP-2 a stopniem zró˝nicowania.
W pracy Iurlaro i wsp. [6] ekspresja mRNA dla MMP-2
i MMP-9 oceniana przy pomocy hybrydyzacji in situ ros∏a
wraz ze stopniem zró˝nicowania nowotworów. Lopata i wsp.
[7] nie wykazali jednak zale˝noÊci pomi´dzy aktywnoÊcià ˝e-
latynaz w pop∏uczynach z jamy macicy a stopniem zró˝nico-
wania raka endometrium. W przeprowadzonym przez nas ba-
daniu obserwowaliÊmy wy˝szà Êrednià aktywnoÊç MMP-9
oraz poziom aktywacji enzymu w grupie gruczolakoraków
o stopniu zró˝nicowania G2-G3 w porównaniu do G1, jed-
nak˝e ró˝nice nie by∏y istotne statystycznie. Nie stwierdziliÊmy
ró˝nic w aktywnoÊci MMP-2. Wyniki te, pomimo, ˝e nie sà
rozstrzygajàce, sugerujà mo˝liwoÊç zwiàzku pomi´dzy MMP-
9 a stopniem zró˝nicowania raka trzonu macicy. 
Wyniki kilku badaƒ wskazujà na istotnà rol´ MMP-9
w przebiegu naciekania mi´Ênia macicy przez raka endome-
trium [6, 10, 22]. OdnotowaliÊmy znacznie ni˝szà aktywnoÊç
i jedynie Êladowà aktywacj´ MMP-9 oraz ni˝szy poziom akty-
wacji MMP-9 w rakach ograniczonych do b∏ony Êluzowej
w porównaniu do naciekajàcych mi´sieƒ macicy. Choç w ba-
danym materiale obecne by∏y jedynie dwa przypadki raka bez
stwierdzonej inwazji myometrium, co nie pozwala na wycià-
gni´cie definitywnych wniosków, mo˝na przypuszczaç, ˝e uzy-
skanie przez nowotwór w∏aÊciwoÊci inwazyjnych wzgl´dem
b∏ony mi´Êniowej mo˝e wiàzaç si´ ze zwi´kszeniem syntezy
oraz aktywacji ˝elatynaz. Nie stwierdziliÊmy zale˝noÊci po-
mi´dzy aktywnoÊcià badanych metaloproteaz a stopniem kli-
nicznego zaawansowania raka endometrium, co jest zgodne
z obserwacjami innych autorów [7, 11]. Jedynie Anglund i wsp.
[9] wykazali relacje pomi´dzy ekspresjà bia∏ka MMP-9 a kli-
nicznym zaawansowaniem tego nowotworu. 
Ueno i wsp. [8] odnotowali wi´kszà zawartoÊç TIMP-1
w rakach endometrium oraz brak ró˝nic w zawartoÊç TIMP-2
pomi´dzy rakami a tkankami kontrolnymi. Uzyskane przez
nas wyniki potwierdzajà te obserwacje w zakresie TIMP-2.
W przypadku TIMP-1 stwierdziliÊmy, co prawda, wy˝szà
o oko∏o 50% Êrednià zawartoÊç tego bia∏ka w rakach w porów-
naniu do endometrium prawid∏owego, ale ró˝nica ta nie by∏a
znamienna statystycznie. Wydaje si ,´ ˝e wzrostowi aktywnoÊci
MMP-9 w rakach endometrium towarzyszy wzgl´dny niedo-
bór TIMP-1, na co poÊrednio wskazuje obserwowana przez
nas wysoka aktywnoÊç ˝elatynaz o masach czàsteczkowych
115kDa i 200kDa, gdy˝ doÊwiadczenia przeprowadzone przez
Goldberg i wsp. [23] wykaza∏y, ˝e enzymy te mogà byç homo-
dimerami MMP-9 lub heterodimerami MMP-9 i MMP-1,
których formowanie blokowane jest przez TIMP-1.W bada-
niu Määttä i wsp. [21] wy˝szà ekspresj´ mRNA dla TIMP-1
i TIMP-2 w gruczolakorakach w porównaniu do prawid∏owe-
go endometrium wykazano jedynie w komórkach podÊcieliska
guza. JednoczeÊnie odnotowano wzrost ekspresji inhibitorów
wraz ze stopniem zró˝nicowania nowotworu. Badania immu-
nohistochemiczne wykaza∏y obecnoÊç TIMP-1 i TIMP-2 za-
równo w komórkach raka jak i podÊcieliska, a zawartoÊç inhi-
bitorów mala∏a wraz ze stopniem zró˝nicowania histologicz-
nego [8, 11]. W niniejszym badaniu nie stwierdzono zale˝no-
Êci pomi´dzy ˝adnym z analizowanych czynników progno-
stycznych a zawartoÊcià TIMP-1 i TIMP-2. 
Jako tkank´ kontrolnà w przeprowadzonym przez nas ba-
daniu wykorzystaliÊmy wycinki prawid∏owego endometrium.
Prace Salamonsena [24, 25] i Maribaix [27] wskazujà na udzi-
a∏ metaloproteaz przede wszystkim w procesie z∏uszczania
b∏ony Êluzowej macicy podczas krwawienia miesiàczkowego,
czemu towarzyszy znaczne zwi´kszenie ich aktywnoÊci. Uwa-
g´ jednak zwraca fakt, ˝e w obecnym badaniu niemal we
wszystkich wycinkach prawid∏owej b∏ony Êluzowej stwierdzo-
na zosta∏a forma aktywna MMP-2 oraz w 20% przypadków
forma aktywna MMP-9, co dowodzi, ˝e enzymy te uczestni-
czà w przebudowie macierzy zewnàtrzkomórkowej endome-
trium równie˝ podczas fazy proliferacyjnej i sekrecyjnej. Ró˝-
nice w zawartoÊci TIMP-1 i TIMP-2 pomi´dzy endometrium
wzrastajàcym a wydzielniczym nie by∏y istotne statystycznie.
Rozpatrujàc równie˝ wyniki uzyskane przez Zhang i Sala-
monsena [24, 27] wydaje si ,´ ˝e synteza tych bia∏ek w b∏onie
Êluzowej macicy w fazach wzrostowej i wydzielniczej jest sta-
∏a.
Zwi´kszajàca si´ wcià˝ iloÊç danych dotyczàcych roli me-
taloproteaz i ich inhibitorów w procesie nowotworzenia po-
zwala sàdziç, i˝ wiedza ta mo˝e znaleêç zastosowanie klinicz-
ne. Pomimo, ˝e mo˝liwoÊci wykorzystania omawianych bia∏ek
w diagnostyce i prognozowaniu prze˝ycia pacjentek chorych
na raka endometrium nie sà jednoznacznie ustalone, wykaza-
no przydatnoÊç MMP-9 jako niezale˝nego czynnika rokowni-
czego [5, 9, 11]. Nie przeprowadzono dotychczas badaƒ kli-
nicznych z zastosowaniem inhibitorów metaloproteaz w lecze-
niu raka trzonu macicy, ale udokumentowano, ˝e mogà one
zmniejszaç inwazyjnoÊç komórek tego nowotworu w warun-
kach in vitro, co wskazuje na mo˝liwoÊç ich terapeutycznego
wykorzystania [11].
Wnioski
1. Wyniki naszych badaƒ wskazujà, ˝e MMP-9 uczestniczy
w progresji gruczolakoraka trzonu macicy, podczas gdy
MMP-2 wydaje si´ nie odgrywaç istotnej roli w tym proce-
sie. 
2. Wzrostowi aktywnoÊci MMP-9 w rakach endometrium to-
warzyszy wzgl´dny niedobór TIMP-1. 
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